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マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析 は痛 の 遺伝子異常 の 解析 にお い て 同 一 の 手技 で ヘ テ ロ 接合性 の 消失 (lo s s of hete ro zy go sity,
L O H), D N A複製障害(replic atio n e rro r, R E R) の 双方を検出できる優 れ た 方法である . 本法の 普及 に より固形痛の み な らず血
液腫瘍 に お い て もL O H, 氾 Rの 解析 が なさ れ る よう に な っ た が , そ の 意味付けはあ い ま い で ある . 本研究で は小児血液腫瘍
患者65名を対象 と して7箇所 の マ イ ク ロ サ テ ライ ト マ ー カ ー を用 い て 旺 Rの 頻度 を 測定す る と 同時に , 小 児白血 病 に お い て
最も頻度が高 い と され る染色体 12p･ 9p領域の L O Hの 頻度を測定 した ･ ま た, 12p, 9pに異常 を認 め た症例 に村 しT E L, ⅢPl,
p16遺伝子お よ び T EL/A M L l キメ ラ 遺伝子 の 発現を逆転写P C R法 (r everse tr an s cribed-P C R, RTIP CR)に て検討 し た. R E Rの
頻度 は総計65症例中5症例 (7.7 %) と固形痛 に比較 し著 しく低く, しか も全 て の 症例 にお い て1箇所 の マ ー カ ー の み に お い て
認め られ た ･ R E R の発生時期 に関 し ても初発暗か ら存在す るもの , 再発時 に見 られ る もの な ど様 々 で あり , 小 児血 液腫瘍 に
お ける D N A修復系異常 の 関与は低い もの と 思わ れ た . 12pで L O H陽性 で T E L/A M Ll発現を認 め た コ モ ン 型急性リ ン パ 性白
血病(c o m m o n a c ute lymphoblastic leuke mia , C A L L) の 2症例 で は正 常 TE Lの 発現 が認 め ら れ ず, 2段 階の 遺伝子変化 に よ
る 発痛 が示 され た･ 9pで L O Hを認め た CAL Lの 1例で はp16遺伝子 お よ び そ の 発現 が ない こ とが 示 され , p16遺伝子 の L O H に
よ る 発癌 が示唆 され た･ 注目す べ き現象は R E R がL O Hの多い と さ れ る12p, 9p に偏 っ て認 め られ た こ と , お よ び2症例で 9p,
12p両領域 にま た が っ て 同時に マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト異常, 遺伝子異常 が認 め ら れ た こ とで あ る . 9p にLO Hを認め た C A L Lの 1
例で は p16 に異常 は認 め ら れ なか っ た代 わり に ･ T E L/A M Llの 発現 を認め た･ 12pで R E R を認め た 1症例で は KIPl, p16双方
の 遺伝子発現が認め られ なか っ た ･ これ ら の デ ー タ ー ほ小 児自血風 特に C A L L に おい て は 染色体領域9p, 12p は特 に遺伝子
変イヒ(染色体異常, L OIも 旺 R, 遺伝子変異)を起 こ しや す い ホ ッ トス ポ ッ トで ある こ と を示唆 して い る もの と 考えら れ た .
Eey w o rds replic atio n erro r,lo ss of heterozy gO Sity, T E L/A M Ll fusio nge n e, KIPl(p27), p16
近年の 分子 生物学的解析の 進歩 によ り, 様 々 な癌 化の 機構が
遺伝子 レベ ル で解 明さ れ つ つ ある . こ れ ら を大別する と , 転写
因子 や細胞内情報伝達 に関わ る 癌遺伝子 の 発現型変異, 痛抑制
遺伝子 の ヘ テ ロ 接 合性 の 消失 Oo s s of hete ro zy go sity, L O H) に
よ る 機能的欠失 , お よ び 近年注目 さ れ る よう に な っ た D N A修
復機構 の 異常 に よ る D N A複製障害(replic atio n e rro r, R E R)が 挙
げら れ る1)2). 一 つ の 癌 の 発生(イ ニ シ エ ー シ ョ ン inisiatio n) お
よ び進展(プ ロ モ ー シ ョ ン pr o m otio n) には こ れ ら の 変異が 複合
的に関与 して い る もの と考えら れ て い る .
現在 L O H や R E Rの 検 出法 の 中核を なすの が マ イ ク ロ サ テ ラ
イ ト解析 (mic ro s atellite an alysis) で ある3). マ イ ク ロ サ テ ラ イ
ト(micro s atellite) と は ヒ トゲ ノ ム D N A 上 に多数存在す る ,
塩基程度の 単純 な塩基配列 の 繰り返 し部位の こ と で , 部位 に よ
っ て は繰り返 し回数 に高頻度 の 多型が認め られ る . P C R法 に よ
り こ の多型を検出す る こ と で , 同 山 の 手技 で L O H, R E Rの 双
方の 解析が 可 能で ある.
こ れ ま で L O H, R E Rの 研究 は 主 に固形痛 を中心 に な され て
きた . 大腸癌 に お ける癌遺伝子, 痛抑制遺伝子 の 変異 の 蓄積 に
よ る多段階発痛 の 考え方はすで に教科書的事実 と し て認 め ら れ
て い る し
1)2)
, 近 年, 大腸 癌 , 胃癌 な ど消化器病を [トL､と し て
RE R が高頻度で検出さ れ る事 が 明 らか に さ れ , D N A修復機構
の 異常 は痛 にお け る遺伝子変異の 重要な位置 を占め るもの と し
て 注目 され て い る 4卜 7). → 方 , 血 液膿瘍 に お い て は 染色体転座
に伴う キ メ ラ遺伝子, キ メ ラ 蛋白(すな わち痛遺伝子, 多く は
転写因子) の 発現が病因 の 中心的存在 と し て研究 さ れ て きた 経
緯 があ るが , L O H に よ る痛抑制遺伝子 の 欠失 や D N A修復機構
の 異常 の 関与も近年報告 され るよ うに な っ て きた 8).
小児血 液腫瘍 に お い て 最も高頻度 に L O H が認 め ら れ る の は
12番染色体短腕(12p), な らび に9番染色体短腕(9p)であ る
9)1 0)
各々 の 領域 に は T E L, KIP l(p27)お よ び p16遺伝子が存在 しそ
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D N A ミス マ ッ チ 修復機構 に関 し て は , 一 般 に 血 液腫瘍 で の
R E Rの 検出頻度 は少 な い と され て い る が 15 卜1 9), 慢性骨髄性白
血病で の 急性転化時
20)
, 骨髄 異型性症候群21), エ イ ズ 関連 リ ン
パ 腫2 2) な どで若干 の R E R陽性 の 報告があ る. ま た D N A修復機
構の 異常である遺伝性非腺魔性大腸癌 の 家系で白血病 が発症 し
たと の 報告もあ る
2 3)
.
こ の よう に血 液腫瘍 にお い て もマ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析を中
心 にL O H, R E Rの 研 究が な さ れ て きて は い る が , そ の 多く は
固形痛の 多段階発癌 モ デ ル を周到 した も の で ある . 血 液腫瘍,
特に小児白血病 にお い て 同様 の モ デ ル で 解釈 が可 能で あ るか は
疑問であ る し, マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 上 の L O H, RE R と疾
患の 病期(初発, 再発) と の 関連や , 分 子生 物学的機序 の 解釈
に関し て, そ の 意味付け は 十分 には な され てい ない の が 現状で
ある.
本研 究は , 小 児 血 液腫瘍 の 発 生 , な ら び に 進展 に L O H や
D N A修復遺伝子の 異常 が どの よ う に 関与 し て い る か を マ イ ク
ロ サ テ ラ イ ト解析を用 い て 明ら か に する こ と を目的と して な さ
れ た･ L O H は頻度 の 高 い と さ れ る12p, 9p領域 に絞 っ て検 討 し,
こ の 領域に 関連す る前述 の 遺伝子 の 発現を逆転写PC R(r ev e rs e
tr an S Cribed-P C R,R TIP C R法) に て測定 し, L O Hの 機能的意味づ
けに つ い て 検討を加え た. R ER に関 して は L O H用の マ ー カ ー
を含め , 染色体上様々 に位置す る7箇所 の マ イ ク ロ サ テ ライ ト
を用い た . い ず れも同 一 症例 に 閲し複数個 の 検体 を用 い 病期の
進展と の 関連 に つ い て も検討 した.
対象 お よび 方法
Ⅰ. 対象
1987年 ､ 1997年の 間 に , 金沢大学医学部小児科学講座 に て
治療管理 が なさ れ た 小児血液膿瘍患者の うち検体採取が可能で
あ っ た 小児急性 リ ン パ 性 白血病 (a c utelymphobla sticle ukemia,
A LO 46名, 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (no n-Hodgkin
,
slympho m a)7
名, 急性骨髄性白血病(a c ute myelogen o u sle uke mia,A M I)7名,
合計65名を対象と した (表1). 初発時, 再発時と 経過を追えた
症例も含 め合計 80検体 を解析 し た . な お A L L につ い て は免疫
学的表面 マ ー カ ー の 検 索 に て B細胞系, T細 胞系 に分類 し た.
更 にB細胞系 は CD lO陽性 , C D 19陽惟 , 細胞質内/J 鎖陰性 を
コ モ ン 型急性 リ ン パ 性白血 病(c o m m o n a c utelymphobla stic
le ukemia, C A L), C D lO陽性, 細胞質内/1 鎖陽性を プ レ B型急
性リ ン パ 性白血 病 br e-B A LIJ), そ れ 以外を分類不能(othe rB)
Tablel･ Patie nts a nds a mples
CA L L


























CALL, C Om m O n aC ute lym phoblastic le ukemia; pre-B ALL,
Pre-B ac ut elymphoblasticleuke mia;OtherB, Other B- Cellacute
lymphoblastic le uke mia; T- AL L, T- C e11acute lymphoblastic
leukemia; N HL, n O n-Hodgkin
･
s lympho m a; AML, aC ute
myelogen ousleuke mia.
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の 3つ に亜 分類した .
丑 . 方法
本研究の 解析手順 の 概要を示す.
1) マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析を用い て 小児血液腫瘍の L OIlな
らび にR E Rの 頻度 を明ら か にする .
2) 染色体9番短腕ま た は染色体12番短腕 でL O H, R E Rを認
め た 症例を中心 に , そ の 部位に 位置す るp16, T E L, KI Pl(p
27) とT E L/A M Ll転座遺伝子 の 発現を逆転写PC R法 で解析する
こ と で機能的意味付けと癌化 との 関連性 に つ い て 検討する .
1. 材料
初発時また は再発時の 患児の 骨髄軋 末梢血ま た はリ ン パ 節
か ら Fic ollTHy paqu eの 比重遠心法 にて 単核球を分離 し検体 と し
た ･ 検体 中の 腫瘍細胞 の 比率 は , い ずれ も90 % 以上で 正 常細
胞 の 混 入 は極く僅か で あ っ た . 比較対象とす る正 常細胞は, 同




細胞2 ×1 07個 をリ ン 酸緩衝液1ml に再浮遊 , 10皿g/mlの プ
ロ テ ナ ー ゼ K (和光純薬 工 業 , 大 阪) を 1 00〃1添加後 ,
D N A/R N A/ プ ラ ス ミ ド抽出 シ ス テ ム モ デ ル 34 1(Pe rkin･
Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n, Califo mia, US A)に て各細胞
より染色体 D N A を抽出 し た . 得 ら れ た D N A は 0.2 × Tris_
E DT A(T E) 綾衝液 (2m M トリ ス ア ミ ノ メ タ ン , 0.2m M
E D T A
, PH 7.0) に 溶解 した. 一 部を取り 260n m の 吸光度 を測
定 して D N A濃度を計算し た. また 必要 に応 じRNa seA (ニ ッ ポ
ン ジ ー ン , 富 山) に て R N A を分解 し フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム
抽 出, エ タ ノ ー ル 沈 澱 に て 再回収 し た . 維 R NA の 抽 出 は
C ho m c zyn ski らの 方法
24) を以 下 の よう に改良 して行 っ た . 1容
量の D 液(4 M グア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト, 25m M クエ ン酸
ナ トリ ウ ム pH 7.0, 0.1 M2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.5 %
NⅦラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム) に1/10容量の 2 M酢
酸 ナ ト 1) ウ ム pH 4･0 と, 1容量 の 二 炭酸 ジ ュ チ ル (diethyl
pyl
-
oCarbon ate, D E P C)処理水 にて 飽和 した フ ェ ノ ー ル を混合 し
Ⅹ液を作成 した . 1. で 準備 した 細胞5× 106個 に対 し Ⅹ液1ml
を加え 良く混合 し, 0.2 血の ク ロ ロ ホ ル ム (イ ソ ア ミル ア ル コ ー
ル を加えな い もの)を加え ボ ル テ ッ ク ス ミ キサ ー にて20 ㌦ 30秒
間懸濁 した . 宅温で 5分静置後, 微量高速冷却遠心器(トミ ー
精ユニ, 東 京) に て 1 5,000rpm , 20分間, 4℃で 遠心 分離 し, l二
層 に等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え良く混和 し, 室温で 5分静
置後再 び15,000rpm , 20分間, 4 ℃ で遠心 し た. 遠心綾上 清を
捨 て, 沈殿 (R N A)を75 %エ タ ノ ー ル 1ml に再拝速 させ 洗浄後,
15,000rpm , 5分 間, 4℃ で遠心 し沈殿 を剛 丈した . _上清を完全
に除き室温 で 5分間放医 し, 沈殿 を 乾燥 さ せ た . 1 × Tris _
E D T ACrE) 緩衝液(10mM トリス ア ミ ノ メ タ ン , 1m M ED T A,
pH 6･8) に溶解 し260n m の 吸光度 を測定し て総R N A濃度を測定
し た . また , 260n m, 2 80nm の 吸光度 の 比を測定 しR N Aの 純
度 の 参考と し たが , 本法 に よ っ て得 ら れ る R N A は O D 260n m
と O D 280n mの 比が 1.9 ～ 2.0 ときわ め て 良好 であ っ た .
3. 1本鎖cD N Aの 合成
上 記 に よ っ て 得 られ た総 R N A 2/∠ gを鋳型と し ラ ン ダム プラ
イ マ ー に て 1本鎖 cD N Aを合成 し た . ま ず, 捻 R N A 2mg に
80m M ラ ン ダム ヘ キ サ ヌ ク レ オチ ドプラ イ マ ー (宝酒造, 東京)
1･5 〃1を加え, 1× T E緩衝液 bH 6･8) で総量 25〃1に調整 し
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Table 2. PCRprim ersfor micr os at ellitan alysIS
よ㌫｡ 豊芸呂慧
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s票荒e prim er s equ ence
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- A GCT A A G TGA AC CTCA TCTCT G T C T-3
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- CC A T A GGT TT TGA ACT C ACAG-3
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-T T T AG T G GT T A T T GC CT TGA A-3
.
FG A,fibrin ogen alpha chain;D CC,deleted in colore ctalc ar Cin o m at
Tab le3. P C Rprim ersfor a mplific ation of 12p or9prelatedgen es
Ge ne Prim ers Sequ en c e Ta(℃)
T E L T E L_5 5
一
- A C CACA TCA T G G T C TCTGTC -3
' 5 5
T E し3 5
一
- GT TCTTATG G TT TC C C CA C A-3
.
T E L/AMLI T E L-5 5
●
- AC CACA T C A TG G T CT T G T C-3
T
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fusio nge neA MLl-3 5
一
一 TG GA A G G CG G C GT G A AGC -3
'
K I P l(P27) K IP ト5 5
T
-C TT G C C CGAGT T C T ACT ACA-3
'
5 5
K I P l-3 5
I
- TG GG G A AC CG T C TG AA A C A T-3
1
p1 6 D N Ap1 6
-5 5
一





-AAAACTAC G A A AG C G G GG T G-3
-
p16R N A p16-5 5
I





-CG G G CT G A ACT T TCT GT GC T-3
一
Ta, an n e alingte mper atur e.
た . Ge n eAmpT M P C R Syste m 9 600
-R(Pe rkin-Elm e rApplied
Bio syste m sDivisio n, Califo rnia, US A) を用 い 65 ℃ で10分間保持
後, 20分か けて25℃ま で冷却 した . こ の 過程で R N Aの 変性 と
プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ を 行 っ た . 引 き 続 き 反応 液
[100mM T ds-H Cl(pH 8.3),200m M K Cl,20m M MgC12,20m M ジ
チ オ ス レイ ト ー ル (dithiothr eitol), 各2mM の 4種類 の デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ オチ ド三 リ ン酸 (de oxyribon u cle otide tripho sphate,
d N TP), 逆 転写酵素 R A V-2(宝酒造)10単位]2 5iLlを加え,
42 ℃で 60分間保持しcD N A を合成さ せ た後 , 90℃, 2分間で 逆
転写酵素 (R A V-2) を失括させ た . 反応終了後 1× T E緩衝液
bH 7.0)50FLl を加え総量100ml と し, 1回の P C R反応 に5FLlを
鋳型 と して 用い た .
4. マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析
本研究 にお ける マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト部位 と して は, 小児血 液
膿瘍 で L O Hの 多い 9p か ら 1箇所 (D9 S1 7), 12p か ら 2箇所
(D 12S89, D 12S9 8) と 固形痛 の 既報告例 で高頻度に R E Rの み ら
れ る4箇所 (D 17 S261, D 16S 260, F G A, D C C), 合計7箇所 を
選定 し た . プ ライ マ ー の 塩基配列 な ら び に 部位 は , 表2 に一 覧
表 と して 示 した . な お プ ライ マ ー の 塩基配列 は , イ ン タ ー ネ ッ
ト OlttP://gdbw Ⅵ∩Ⅳ.gd b.org/)を介 し Ge n o m eDataBa se(G D B,
Baltim o r e, U S A)また は 文献か ら 引月‖ノ
2服 9)
,
フ ナ コ シ株式会社
(東京)に合成委託 した もの をその まま使用 した .
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の P C R は抽出 し た 染色体 D N A O.2/J gを
鋳型と して , 最 終0.2/ノ M の 各プ ラ イ マ ー , 各200/ノ M の 4 種
類の d N T P, P C R反応綬衝液(10m M T ds-H Cl, pH 8.3, 50m M
K Cl, 1.5m M MgC12), Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (Pe rkin-Elm e r
Cetu s, Nor walk, U S A)1.25単位を加え全量50/11 で行 っ た . 反
応は Gen eAmpT M P C R Syste m9600-R を用 い , 94 ℃× 5分 の 初
期変性の 後, 9 5 ℃× 30秒, ア ニ ー リ ン グ温度は 55 ℃､ 57 ℃で
30秒, 72℃ × 30秒 の サ イ ク ル を35､ 40 サ イク ル 行 っ た .
反応 後2分 の 1容量 の タ イ プⅠⅠⅠ泳動硬衝液(0.25 % ブロ モ フ
ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.2 5 % キシ レ ン シ ア ノ
ー ル , 50 % グリ セ リ
ン) を加え, 5mlを6 % ､ 9%非変性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に
泳動 し た . 泳 動 後 の ゲ ル を Bio- Rad銀 染色 キ ッ ト (Bio-
Rad,He rc ule s, U SA)を用 い て 検出 した .
腫瘍細胞とiE常細胞を同時 に電気泳動を行い , 腫瘍細柑包で明
ら か に正常細胞 と異な っ た 長 さ の バ ン ドが 認 め ら れ た 場合を
R E R陽性 と判断 した. ま た L O Hの 判定 は, 正 常細胞で 2本 バ ン
ドが 分維 して い る にもか か わ らず(ヘ テ ロ 接合), 腫壕細胞で は
1本 しか バ ン ドが 認 め られ な い 場合 と した . 正 常細胞 で バ ン ド
が 1本 しか 認め られ な い 場合(ホ モ 接合)そ の マ イク ロ サ テ ライ
ト に 関 して は 判定保留 と し た . なお 異常 が 認 め ら れ た 場合,
小児白血病 に お ける マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析
Table4. Result of R E Ra ndL O H
Lo cus
Or Ge ne
No . ofinfor m ativ e c as es/
no. of patie nts
(%)
D 9S17 5 1/65(78)
D 17S261 44/65(68)





No. ofR E Rc ases/









No. of LOH c ases/









FGA, fib rin oge n alpha chain; DCC, deletedin c olore ctalc arcin o ma; R E R, rePlicatio n error; LOH,los s of
heter o zy go sity.
P CR条件な どを少 なく とも2回以 上 変更 し再現性 を確認 した .
5. P C R, R T･P C R法
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 に て 異常を認 め た 10症例 お よ び染
色体分析 G分染法に て 12p欠失 を認め た 1例(表6, K Tl) に対
しR T P C R に てT E L, KIPl(p2 7), T E L/A M Ll, P16の mR N Aの
発現の 有無を検討 した . ま た, p16 に関 して は 染色体 D N Aを鋳
型と し た PC R に て対立 遺伝子双方の 欠失の 有無 に つ き検討 し
た. 用い た プ ラ イ マ ー は , 全 て今 回新 た に設計 した もの で 塩基
配列お よ び 至適 ア ニ ー リ ン グ 温度 を表3 にま と め て 示す. p c R
反応は , 上記調整 し た1本鎖 cD N Aの う ち5/Llを1回の 反応 の
鋳型と し て , マ イ ク ロ サ テ ラ イ トP C R と同様 に最終0･2/L M の
各プ ライ マ ー , 各200p M の 4 種類の d N T P, P C R反応権衡液,
Taq D N A ポリ メ ラ
ー ゼ1･25単位 を加え全量50/11 で行 っ た .
反応条件 は, 94℃ × 5分 の 初期変性 の 後, 95 ℃× 30秒, 表3
に示す ア ニ ー リ ン グ温度 で30軌 72℃ × 30秒の サ イ ク ル を3 5
～ 40 サ イ クル 行 っ た . 反応後10分 の 1容量 の タ イ プⅠ 泳動綬
衝液(0.25 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25 % キ シレ ン シ ア ノ
】 ル
, 1 5 %フ ィ コ
ー ル4 00) を 加え, 10mlを3 %ア ガ ロ ー ス ゲ
ル (H14-T a k a r a, 宝 酒造) に泳動 し エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ
イ ド染色衡 紫外線照射装置 (トラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 ー , フ ナ
コ シ)上 で 観察 した .
成 績
1 . マ イ クロ サ テ ラ イ ト解析
7箇所の マ イ ク ロ サ テ ライ ト マ ー カ ー を用 い て小児 血液腫瘍
65症例, 80検 体を解析 し た. 図1, 国2 に代表的な バ ン ドパ タ
ー ン を示す . そ れ ぞ れ の 図の 上 段 にL O H, 下 段 に R E Rの 例 を
示し た ･ 表4 に示 し た よ う に 65症例 の 凡 5症例 (7.7 %) で
旺 R を認め た が い ずれ の 症例も複数箇所で の 異常は認め な か っ
た
･ 5症例の 内A L L が 4例, A M L が 1例で あ っ た . また R E R は,
初発時 より既 に認 め られ る もの , 再発時 に 初め て 出現するもの
な ど様 々 で あ っ た . 次 に各 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー で の
R E Rな ら び にL O Hの 頻度 を表4 にま と め て 示す. R E Rを示 し
た5例中3例が 9番染色体短腕 に位置す る D 9S 17 で異常 が み ら
れ た･ 残 る2例 は , 12番染色体短腕 に位置する D 12S 89 と16番
染色体 に位置する D 16S260 でそ れぞ れ1例ず つ 旺 R が認め られ
た
･ そ の 他4箇所 の マ イ ク ロ サ テ ライ ト マ ー カ ー に於 い て は ,
い ずれ の 症例 で もR E R は み られなか っ た (表5).
LO H は, D 9S 17 で51例中2例, 3･9 % であっ た . D 12S 89 で は,
L HI L H 2 L H 3
47
O C R O R C R O C R
◆ 遍 柚 こ警
0 1 R 2R
Fig･ 1･ L O Ha nd R E Rof D 12 S8 9(12p). L O Hand R E Ra r e
Sho w nin the up pe r a ndthelo w e rpan els, r e SPeCtiv ely. LH l,
L H2,L H 3a nd R El indc atethe patie nt
,
s n u rnbe rs,the sa m e a s
Sho w nin Table 6. Ea ch a rr ow indic ate s alo o s ed allelein
L O H
･ 0･ C R, R･ 1 Ra nd 2 Rden ote at o n s et, C O mplete
r emis sio n, r elaps e, fir st r elaps e a nd s e c o nd r elaps e,
re spe ctively.
L H 4 LH5
O C R O C R
R E 2 R E 3 R E 4




Fig･ 2･ L O Ha nd R E RofD 9 S 171(9p). L O Ha nd R E Rare
Sho w nin the upper andthelo w e rpan els, r eSpe Ctiv ely. L H 4,
L H 5･ R E 2, R E 3and R E4 indicate the patie nt
,
s n u mbe rs
,
the
Sa m e a S Sho w nin Table 6. Ea ch aro windic ate s alo o sed
allelein L O H･ 0, C R, R, 1Ra nd 2 Rden ote ato n s et, C O mPlete
r e mission ･ r elaps e, fir st r elaps e and s e c o nd r elaps e,
re spe ctiv ely.
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47例中3イ札 6.4 %で あ っ た が残 る5箇所 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト
マ ー カ ー 上 で は い ずれ の 症例で もL O H は認 め ら れ ず, 9番と 12
番染色体短腕 に限局 して い た (表4).
Ⅰ . 1 2p. 9p 異 常を示す症例 で の T E L/A M L l, T E L,
Iq P l(p2 7)な らびに p1 6遺伝子 の発現解析
結果を 一 覧表 に して 表6 に示す.
1 . T E L/A M Ll と 正常T E Lの 発現関係
T E L/A M L l は症例L H l, K rl, L H 4 で検出さ れ た (図3). KTl
の バ ン ドは 他 と比較す る と短 い が , T EL/A M Llの 切 断点 は 2
箇所あり , 短 い 方 の 変 異型 匝a ria nt type) で あ っ た . い ず れ も
C A LLの 症例 で あ っ た . な お 染色体分析 G分染法 で は , 12番 と
21番染色体 の 相互 転座 は示され て い ない .
T E L/A M Llの 転座 を 有 し て い る 3 例中 2例 で (L H l, K T l)
で 正 常 T E Lの 発 現を認 め な か っ た . しか し な が ら L H 4 に於 い
て は 正常 T E Lの 発現を認 め た .
Table5 . Micr os atellite m arkers oftheRER-POSitiv e case s
2 . ⅢP l(p27)の 発現
ⅢP l(p27)は, 症例 R E l で著 しく発現量が低 下 して い た (図
4). そ れ 以外 の 症例 で は , 十 分 に発現 さ れ て い た . こ の 症例
R Elの 遺伝子異常 は , K Ⅳ1(p27)近傍 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ
ー カ ー で あ る D 12S 89 で R E Rを認 め る の み で L O Hは認め て お ら
ず, 少 な く と も大き な DN A欠失 は なく , 微 小欠失 , 点変異 な
ど に よ る m R NA 安定性の 変化ま た は メ チ ル 化な どに よ る転写
量 の 変化が考えら れ た .
3 . p16遺 伝子 と そ の 発 現
p16遺伝子 の エ ク ソ ン 2 とイン ト ロ ン 3の 間で 染色体 D N Aの
P C R, エ ク ソ ン 2 とエ ク ソ ン 3 で R T P C Rを行 っ た結果 を示す
(図4).
p16遺 伝子 は D 9S 17の 近傍 に位置 し, こ れ に よ りLOH が証
明さ れ たI,H 5 では 染色体 D N Aの 増幅もなく , RTIP C R で発現も
認 めず, 両対立遺伝子 の 広範な欠尖が考えら れ た . 一 方 , 同様
M arkers
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+ , R E R-PO Sitiv e;
-
, R E R-n egative; CA L L, CO m m On aCutelymphoblastic le uke mia; A M L, aC ute
myelogen o usle uke mia; T-A L L, T- C ellacutelymphoblasticleuke mia;1R, first relapse;2 R, Se C Ond relapse;
0, atO n Set.
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N M, nO m etaPhase;ND, nOtdeter min ed;LOH,lo ss ofhetero zy goslty;R ER,r ePlicatio n error; + ,POSitiv e;
-
, n egativ e;C N S, C entraln er v o us
SySte m; CA LL, C O m m O n a Cutelymphoblasticleukemia; A M L, aC ute myelogen o u sle uke m a;T -A L L, T- Cellacut elymphob lasticleuke mia;0, at
O nS et;R,r elapse;a, 45, X , -X ,lp- ,6q- ,8q- , 1 2p, 13q+(9/20)46, ⅩX(11/20);b,47, X X, 十Xt(11;9)(q23;P13);C,46, X Y,t(7;8)(P22;q22)del
(12)(Pll.2p13);d,46, ⅩY,t(7;8)(p22;qW W)del(12)(pll.2p13)del(17)(p13);e, 45, XX,4q. , -9, 9p+ , 16q- , 17p+;f, 46, X Y･ *A ltho ugh
KTI
J
sho w s m o saicis m in karyotype, alm ost allc ells fo r an alysis w erel uke mic blasts.
* *L H 2 has mix ed lin e age leuke mia(ML L)gen e
re arrange m e nt.
* * *V ariantty pe.
小児白血病 にお ける マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析
にLO H が証明さ れ た L H l で は, 染色体 D N A と R T-P C R で明瞭
な バ ン ドを認 め て お り, 同 じL O B でも対立遺伝子 の 状態 は異
な っ て い ると 考え られ た .
また9pに異常 を認め ない RE lで は, 少なく と も 一 方 の p16遺
伝子が存在 して い る に も関わ らず発現量 が著減 し て い た. か つ ,
こ の 症例 で は 前述の と お り, p16 と同様 な細胞周期制御因子で
T E L /
A M Ll13 9 bp
l｡｡ b｡才
T E L
2 0 8 bp｣ ト
M L I E I L5 ML4
M R I L I K I L 5 M L 4
疇ト 13, bp
■■ - 2 鵬 bp
Fig.3. RTIPCR a nalysis of T E Lge n e a nd T E L/A M Ll fusion
ge n e･ Each bla ck ar r o windic ate s aP C Rpr odu ct size. The
White ar rO Whe ad indic ate sT E L/A M LIv ariant. M de n ote s a
m ole cular W eight m arke r･ Ll, u ,I.5 and K l de n ote patie nts
L H l,Ⅰ月4,L H 5a nd K Tl, reSpe Ctiv ely,Sho w nin Table6






M L I RI L5 L4
M LIRI L5L4
･■ - 2,O bp
■ト 1 25 bp
｣卜 163 bp
Fig･4･ RTIP C Ran alysis ofKIPl and p16ge n e s. TYl ep16ge n e
W a S als o a n alyz ed by ge n o mic PCR(p1 6 D N A). Ar ro w s
indicate the P C Rprodu ct, the size ofwhich is sho wn O nthe
right･ Ll, u,IJ5, and R l de n ote patie ntsL H l,Ⅰ月4,Ⅰ.H 5, a nd
RE l,r e SPe Ctiv ely, aS Sho wnin Table6.
4 9
ある ⅢPl(p27)の 発現量が低下 して い た .
考 察
固形痛 にお い て は様 々 な痛遺伝子 や痛抑制遺伝子 の 異常が蓄
積す る こ と によ り正 常組織 か ら前痛病変 を経 て多段階 に発痛す
る こ と が知 ら れ て い る 1)2). こ の 際L O H に より次 々 に癌抑制遺
伝子 が欠失 して い く に従 い 痛 の 悪性度 は上昇 し, 細胞 の D N A
修復機構 の 低下を反映 し て R E Rの 検 出頻度が高く な る . D N A
修復能の 低 下 は 次の 遺伝子変異 を容易 に引き起 こ し, かく して
癌 の 遺伝子変異 は加速度的に蓄積 さ れ て い く.
一 方 , 血 液腫瘍 に お ける遺伝子変異の 研究は , 慢性骨髄性白
血病に お ける フ ィ ラデ ル フ ィ ア bh l)染色体の 発見を皮切り に
染色体転座 に伴う キ メ ラ遺伝子 の 発現を中心 に な さ れ て きた .
特 に小 児急性白血病で は 疾患特異的な染色体転座 , キ メ ラ遺伝
子発現 が多数知 られ るよ うに なり , こ の タ イ プ の 遺伝子異常が
発噛 に最も重要 であり, か つ 中心的役割を は た し て い る こ とは
疑 い よう の な い事実 にな っ て きて い る 30). 一 方で , 今日 で は 血
液腫瘍 にお い て も馳娼 , p53な どの 検 討が な さ れ31), 一 応多段
階発生説が支持 され て い る . しか しその 意味付け は固形癌ほ ど
定か で はな い .
発癌機構を解明す る上 で 重要な意味 を持 つ L O H や R E Rを同
時 に検出す る優れ た方法 と し て マ イ ク ラ サ テ ライ ト解析があ
る ･ マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト と は ヒ ト ゲ ノ ム D N A上 に 存在す る1
塩基 か ら 数塩基程度 の 単純 な塩基配列 の 繰り返 し部位 の こ と
で , 部位 に よ っ て は 繰り返 し回数 に高頻度の 多塑が認め られ ,
今 日 で は全 て の 染色体上 の あ らゆ る部位に高度多型を示すマ イ
ク ロ サ テ ラ イ トが多数 マ ッ ピ ン グ され てい る2 5). こ の 繰 り返 し
部位の 両側 を挟 む よう に P C R プ ライ マ ー を設志 し増幅 を行え
ば, 繰り返 し回数 の 遠い を バ ン ドの 長さ の 遠 い と して 検出する
こ とが でき る. 常染色体上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト に多型が存在
すれ ば正 常で は 父親由来, 母親由来の 村立遺伝子 に対応 して 2
本 の バ ン ドが 検 出 さ れ る . こ の 方法 で は L O H とい う現 象 は,
正 常細胞で は 多型を示す バ ン ドの′-一一 方が 腫瘍細胞で は 消失 し1
本の バ ン ド して 観察さ れ る . つ まり対立遺伝子の-→ 方が 欠失 し
て い る こ と が 容易 に 示さ れ る . 腫 瘍細胞 に お い て 高頻度 に
L OIi が観察 さ れ た 場合, 癌抑制遺伝子 の 2 段階変化説 (tw o
hit the oIY) に基 づ き, 検索 し た マ ー カ ー の 近傍 に痛抑制遺伝
-f･ の 存在が 強く示唆 さ れ る. 実際匝1形癌 にお い て は 多く の 痛抑
制遺伝【f･が L O H解析の 結果 と し て発見さ れ て きた.
ま た , 細胞 に は本丸
.
DN A複製の 際 に生 じた小 さ な変輿 頂
変異や数塩基程度まで の 欠失や 挿入 な ど) を修複す る能力が備
わ っ て い る . こ れ は D N A ミス マ ッ チ 修復機構 と呼ば れ , ヒ ト
で は こ れ に 関す る遺伝子と してh M L H l, hMS H 2 な どの 遺伝子
産物が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る7). 腫瘍細胞 で D N A修復能が
低~卜 した 状態 にある と , D N A合成 の 際 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト部
位をiE常 に 複製す る こ と が で きず繰り返 し回数に変化が生 じ
る . す なわ ち マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 に於 い て , 正 常細胞と腫
瘍細胞で は バ ン ドの 長さ や数 が異 な る現象が観察 され , こ れを
R E Rま た は , マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト不安定性 (mic ro s atellite
in stability, M SI) と 呼び D N A修復能低下 の 一 つ の 指標と して い
る
26)
. 近年 , こ の ような遺伝子変異の 頻度を高め る ような遺伝
子異常 の 存在が明 ら か に さ れ , D N A ミス マ ッ チ 修復異常 と呼
ば れ て い る . こ の 異常 は, 当初 は遺伝性非腺膿性大腸癌 と い う
遺伝性腫瘍で明 ら か に され4)5), 細胞 分裂に伴い 生 じ た異常遺
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伝子 を修復す る こ が で きな い ため 異常遺伝子が蓄積 し若年発癌
に至る と 考 え ら れ て い る . その 後先天 性異常 ば か りで なく後
天性 に も異常が起 こ る こ とが 判明 し, 散発性 の 大腸癌 , 胃痛 ,
膵臓 痛, 卵巣癌な ど様々 な固形癌 で高率 に異常 が認め られ る た
め 痛遺伝子, 痛抑制遺伝子とな らん で発癌機構を考え るうえで
重要な位置を占め る もの と認識 さ れ る に至 っ て い る
27)2 8)
固形癌, 特 に大腸癌を中心 に現在多くの 研究者 が マ イ ク ロ サ
テ ライ ト解析上 の 一 方 の バ ン ドの 消失 を近傍 に存在す る痛抑制
遺伝子 の L O Il と解釈 し, そ の 遺伝子を同定す る と い う方向で
研究を進め て い る が , 血液腫瘍 に対 し て もこ の 考 えをそ の まま
拡張す るの は若干問題があ ると 思わ れ る .
小児白血病 に お い て マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析上最も高頻度 に
L O H(バ ン ドの 一 方 が 欠失する) が認め ら れ る の は , 12番染色
体短腕(12p)お よ び9番染色体短腕(9p)で あ が
)10)
12p に関 して は L O H部位 に位置する m 遺伝子 フ ァ ミ リ
ー に 属
する 転写因子の 遺伝子である T E Lと細胞周期制御遺伝子 である
ⅢP l(p27) が痛抑制遺伝子の 候補 と して研究が続け られ て い る
が , 12p に欠失を認め る症例 の 塩基配列解析 の 結果 で は , 両遺
伝子 とも残存対立遺伝子の 翻訳領域の 突然変異 は全く認め られ
て い な い 12)3 2
､ 34)
. た だ し こ れ ら の 論文 で は T E L, KI P lの
mR N A発現は調 べ て お らず, 翻訳領域 に異常の な い 発現低下 を
引き起 こす変異(プロ モ ー タ
ー 変異 な ど) の 可 能性 は残 され て
い る .
む しろ 12p欠失 に関して は, 現在T EL/JM Ll キメ ラ遺伝子 と
の 関連で 理解 さ れ 初め て い る
35ト 3 7)
.
T E L遺伝子 は , 白血病 に
お い て は様 々 な相手遺伝子 と キ メ ラ を 形成 し, 白血 病発症 に重
要な役割を担 っ て い る . 特 に小 児に お ける C A L L で は, 遺伝子
転座t(12;21)b13;q22)に より生 じ るT E L/A M L l キメ ラ遺伝子 の
形成が 10-30 %と高頻度 に認 め ら れ る と 報告 され て い る. こ の
相互 転座 は染色体 レ ベ ル で は長 さ, バ ン ドパ タ ー ン の 変 化に 乏
しく通常 の G バ ン ド分染法 に お い て は ほ ぼ 10 0 %検出で きな
い . 臨床的 に は こ の キ メ ラ遺伝子発現 を認 め る症例 は予後良好
であり, 初発時白血球数5万/ ml以 下 , 5年寛解維持率92 % と
さ れ る
38)
. 最 近, T E L/A ML l キメ ラ遺伝子陽性 の 症例 で , 正
常T E L対立遺伝子 が欠失 しや す い こ とが 証明さ れ た
3 脚
. 正 常
細胞内で はTE L は ホモ 2量体を形成 して働く と推察さ れ て い る
が , TEL/A M Ll キメ ラ蛋白 は試験管内(in vitro) の 実験 で は ホ
モ 2量体 お よ び 正 常T E L との ヘ テ ロ 2量体を形成す る こ と が 示
さ れ た . こ の 場 合自血柄化 に強く関連す る の が T E L/A M Ll ホ
モ 2量体 であるな らば転座 を起 こ さ なか っ たT E L正常対立遺伝
子の 発現がある こ と は 発癌 に関 して抑制的に働くもの と 解釈 さ
れ る . 本研 究 の 結果上も こ の 考 え は支持 さ れ , T E L/A M L l発
現を認 め たⅠ月1, ⅨT lの 2症例 に お い て は正 常 T E Lの 発現 は初
発時 より認 め ら れなか っ た . す なわ ち こ れ らの 症例 に お ける マ
イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 上 の 12p欠失は , 正 常T ELの 欠失 を 意味
するもの と考えら れ る.
こ の よう な機序 で発癌 が生 じる場合 , や は り2段階の 変化が
生 じて い る こ と に な るが , そ れ は キ メ ラ遺伝子 の 形成 に よ る痛
遺伝子 (異常転写因子)の 機能発現 と , 正 常対立 遺伝子 (正常転
写因子) の 消失 の 2 つ の 変化の 組み 合 わせ で あり , 痛抑制遺伝
子 が対立遺伝子双方で機能欠失を起 こ す と い う従来 の L O Hの
概 念か らは 外れ たもの で ある . 逆 に こ の よう な機序が証明さ れ
て い る 以上 , 小児 白血病 におい て マ イク ロ サ テ ライ ト上 の バ ン
ドの 欠失を認 め た なら ばその 近傍 に存在す る癌遺伝子 が染色体
転座 に よ りキ メ ラ遺伝子 を形成 して い る 可能性も考慮 しな けれ
ば な ら な い こ と に なる .
一 方 で 症例 LIi3, L H 4の よ う に マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析上
12pに 欠失 を認め なが ら T E L/A M Llの 発現が な い 症例もあり,
こ の 場 合は い ず れ もT E L 正常遺伝子の 発現 が認 め ら れ て い た ･
こ れ ら の 症例 にお け る12p欠実 は 上 記 の 機序で は 説明さ れ な
い
. 特に LH2 にお い て は , 初発 時 に は12p欠失 は 認め ら れず ,
中枢神経系白血病再発 の 際 に 初め て認 め ら れ た . こ の 症例に お
ける12p欠実 は少なく とも痛 の 発生 (イ ニ シ エ
ー シ ョ ン)そ の も
の には 関与 してお らず , 癌 の 進展 に 伴 っ て 生 じて き た変化であ
る と 考え られ る . そ の 解釈は この 領域 に存在す る他 の 痛抑制遺
伝子の L O Hの 可能性も残る が , 少なく ともそ れ は ⅢPl(p27)で
は な い . 前述 し た よう に 12p に欠失を認め る血 液膿瘍 に お い て
残存 和P l(p27)の 翻訳領域 に変異が認 め ら れ な い こ と は すで に
示さ れ て お り , 今回 の 研究 にて L H 2, L H 3両症例 ともR T P C R
に て KI Pl(p27)m R N Aの 発現 がiE常 に認め ら れ る こ と が 示 され
た .
また , Kim ら3
8) に よ る と, C A LLの 患 者よ り確立 し た細胞株
に お い て T E L/A M L lの 発現 が 認め ら れ ずか つ T E Lの 発現が 認
め ら れ な か っ た もの が あり , T EL/A M Ll キメ ラ遺伝子の 形成
が なく と も, T E L に村立遺伝子双方 の 機能欠尖 が お こ れ ば癌化
に働く可能性 がある と報告 され て い る. しか しB m らが 報告 し
た の は病期が進 ん だ状態で確立さ れ た細胞株であり, 同
一 患者
の 初発時か ら確立 され た細胞株 にお い て はT EL発現 は認め られ
て い る . ま た , 初 発 時 よ り 染 色体 分 析 上 遺伝 子 欠失
del(12)(pll.2p1 3)が 認 め ら れ て お り, 初発時すで にT E Lの
一 方
の 対 立遺伝子 は欠失 して い た と考え ら れ る . 本研究 に お け る
L H 2,L H 3 に おい て は 経過を通 じ て T E L発現 は保 た れ て お り こ
の 遺伝子 の 関与は薄 い と 考え られる . こ れ は L H 2 は細胞表面 マ
ー カ ー 上 は C A LLで あ る が乳児白血病であり ミ ッ ク ス ド7)ネ エ
ー ジ白 血 病(mix ed lin e agele uke mia, M LI.)遺伝子 の 再構成 を認
め る こ と , L H 3 は急性骨髄性白 血病 (a c ute m yeloge n o u s
le uke mia , A M L)で ありT E L/A M L l, T E L系 に異常 を認 め る
L H l, K rlの C A L L と は根本的に発癌 に関す る遺伝子異常 の 確
序が異 な っ て い る た め と解釈 さ れ る .
こ の よ う に マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 上 は 同 一 の 結 果と な る
12p欠失 で あ っ て も, 症例 に より そ の 意味合 い は ま る で 異な っ
て い る こ と が わ か る .
9pに 関 し て は B 細胞性急性白血病 の 10-20 %, T細胞性急性
白血病の 70 %前後 に お い て こ の 部位 に 位置す るp16遺伝子の 対
立 遺伝子双方 の 欠尖が認め られ る こ と が報告 さ れ て い る
4()卜 42)
p16 で はま た 残存対立遺伝子 の 変異 ば かり で なく転写開始部位
の メ チ ル 化に よ り転写が 阻害 され る こ と に よ る 不括化の 機構が
判明 して い る
43)
.
こ の 場 合は 従来 の 意味 に お け る L O H と解釈 して よ い と 思わ
れ る が , 今 回解析 し た T細胞性白 血病7症例 に関 し て は 9pの
L O H を認め た もの は なか っ た . 今 回の 解析 で9p にL O H を認 め
た の は C A L Lの 2例 で あ っ た が L H 5 で は染色体分析上 9p-を認 め
て お り , P C R, R T P C R の結果で はp16遺伝子 , 遺伝子発現 と
も認め られ ず村 立遺伝子双方の 欠失が示さ れ た .
一 方L H 4 では
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト上9p- を認 め る にもか か わ らずp16の D NA
P C R, ⅣトP C R双方ともに陽性であり少なく とも
一 方の 対立遺伝
子 に は 欠失 が な く機能的 にも発現 して い る こ とが 示さ れ た ･
多く の 論文 上血液腫瘍 で の R E Rの 検 出頻度 は極め て 少 ない
小児白血病に お ける マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析
と さ れ て い る
1 6卜 1 9)44)45】 小 児血 液膿瘍 の多くは い ずれ も急性
発症 を特徴とするもの で あり , 時間の 経過と と もに徐 々 に 良性
腫瘍か ら悪性腫瘍 へ と進展する固形癌 と は 根本的に発癌 の 機構
が異 な るの か も しれ ない . 事実 , 血 液腫瘍でも時間の 経過と と
もに更 に悪性化する骨髄異塑性症候群の
一 部や , 慢性骨髄性白
血病で は RE R が認め ら れ る とい う報告もある
20)2 1j
. そ の 他 , エ
イ ズ関連リ ン パ 腫 な どで R E R陽性 の 報告があり22), また 最近問
題と な っ て い る抗癌剤や放射線治療後 の 2次痛の 症例で P 53遺
伝子 の 異常 に伴い R E R が認 め ら れ る こ と も報告 され て い る 46).
また遺伝性非腺腫性大腸癌の 家系 で白血病が発症 した と の 報告
もあ る2 3).
本研究で は , 血 液腫瘍で染色体異常が多く報告 さ れ て い る
1 2p と9pか ら3箇所 , 固形腫瘍 で異常 の 多 い 4箇所, 合計7箇
所の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 用い て 小児血液腫瘍 の 発
生 , 進 展に お ける ミ ス マ ッ チ修筏系 の 異常 の 有無 を検討 し た .
表4 に示 し たよ う にR E Rの 頻度 は 数% 程度で固形痛 の 頻度に比
べ 著 しく低か っ た .
また 図1, 2 に示す よう に , 初発時 よ り既 に陽性 の も の , あ
る い は再発時 に初め て 陽性となるもの な ど様 々 で あり, 病期の
進展や重症度との 相関は認め られ なか っ た . 表5に示すように ,
7箇 所の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー で 検索 した が 2箇所以 上
で R E R を示 した もの な か っ た . 実際 に 固形痛の 症例 で , D N A
ミ ス マ ッ チ 修復遺伝子 に異常の ある 場合, 複数箇所の マ イ ク ロ
サ テ ラ イ ト マ ー カ ー で R E R が証明 され て おり , 今回の ような1
箇所 の み の 異常は 積極的 にミ ス マ ッ チ 修復遺伝子の 異常を示唆
するもの で は ない . 以 上 よ り 小児血 液腫瘍 の 発生 , 進展 に は
D N A修筏系異常の 関与は重要で は な い もの と考え られ た.
注 目 すべ き は, L O H が多い 12p, 9p に偏 っ て R E R が認 め ら
れ た こと で ある . こ の 事実 は小児血液膿瘍 にお い て 変化(転座,
欠失, R E R, 点変異) を起こ しや す い 染色体 上 の 部位 が存在す
る こ と を示 して い る の か も知れない . Ⅲ m ら 38) の 報告 によ れ ば
C A L L患者より樹立さ れ た 細胞株4例 に T E L/A M Ll キメ ラ遺伝
子を認 め , う ち3例 に は 同時に p16遺伝一戸の 発現低 Iごを 認め て
い る. 12p, 9p にお け るL O H, R ER とT E L, KIP l(p27), p16遺
伝子発現 と の 関連 , 特 に こ の 2 つ の 領域 に お け る 関連性 を明ら
か に する た め L O H, R E Rを認め た 仝例 に閲し 可 能 な限り検索
を試み た. 氾 m ら の 解 析は 株化 した 細胞を用い て い る の で 必 ず
しも生 体内で 生 じて い る変異 を反 映 し て い るもの と は 言い 難 い
が , 非常 に 興味深 い こ と に今回の 研究 によ っ て も12p, 9p双プ了
に マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト変異, 遺伝子変異をも つ 症例が 確認でき
た.
症例 L H 4 で は9p に LOH を 認め た に もか か わ らず p16 に は異
常が認め られ なか っ た 一 方で , 12pで L OⅢを認め ない にもか か
わ らず T E L/A M L l発現 を認め た . こ の ケ ー ス で は残存 TE Lの
発現 ほ正 常に 保た れ て い た .
症 例R E l で はマ イ ク ロ サ テ ライ ト解析 上 9p に R E R を認 め ,
12pで は 異常を認 め な か っ た が , ⅢP l(p27), p1 6発現の 著減を
同時 に認め た . p1 6の D N んP C R で はバ ン ドが 認め ら れ, こ の
症例 にお けるp16異常 は症例 L H 5 と は異なり村立遺伝子双方の
欠失 で は な い もの と考え ら れ た . こ の 2症例 は と も に C A L L で
あり, C A LL における1 2p, 9p異常 の 関連性が こ こ で も示さ れ
た.
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 は L O H, R E Rの 双方 を同時 に解析
できる方法であ る が , 換言す る な ら現在 L O軋 R E R と呼 ば れ
51
て い る も の は マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析 の 結果の 解釈 にすぎな
い
.
そ の 解釈は 固形痛 でなさ れ た研究 に基づ い て おり, 血液腫瘍,
こ と に小児白血病に お い て は単純 に は当て は ま らな い . 小児白
血病 は基本的 には 染色体転座 に よ る キ メ ラ遺伝子発現 に代表さ
れ る大きな遺伝子変化に よ っ て規定され て い る と考える べ きで
あり , そ れ こ そ が 小児期(早 い 場合 に は新生児期 にさえ) に急
性発症する要因 かも しれ ない . し か しなが ら, T E L/A M L l と
T E L欠失の 2段階の 変化を認 め た り, 症例 RE3, R E4の よう に
初発時か らすで に R E R を示 し たり, 症例 L Ⅲ2, L R3の よう に転
座 と は関係の な い 欠失を示 し たりす る こ と を考える と , 癌化の
イ ニ シ エ ー シ ョ ン か ら臨床的 に明 らか な白血病 と な る まで の 間
に い く らか の 遺伝子変異が付加 さ れ てい る こ と が示 され る.
こ の うち癌 の 進展と共 に生 じてく る L H 2の 12p欠失等 の 現象ほ
癌化 に とも なう細胞機能の 低下が変化の 出や すい 部位 に現れ た
こ とを反映 して い るだ け で あり, 特別 な遺伝子変化を意味する
もの で はな い の か も しれ ない . ある い は また , R ERの 存在 はそ
の 部位の D N A複製が障害 され て い る こ と を意味 し, こ れ こ そ
が 染色体転座の 起 こ り や す い 原因 と な っ て い る の か も しれ な
い
.
い ず れ に し て も最も興味 が も た れ る の は 小児血 液腫瘍 で
L O H が多 い と さ れ る 9p, 12p にや は り比較的多く の R E R が見
い 出さ れ た こ と , い く つ か の 症例 で12p, 9p両領域 にまたが っ
て 同時に変異が認め られ た こ と で ある. この こ と は 両領域 に存
在す る遺伝子の 直接の 相互作用 と い う よりも, む しろ小児血液
脛壕特 に C A L L におい て は遺伝子, D N A変化を起 こ しやす い 染
色体領域 上 の ホ ッ トス ポ ッ ト が 存在す る と い う仮説を抱か せ
る . そ の 確証 に は今後より多く の 部位で の マ イ ク ロ サ テ ライ ト
解析 が必要 で あ ると 思 わ れ る が, そ こ で は固 形痛の モ デ ル を 一
旦捨 て , 同 一 の 実験を しなが らL O H はL O H, R E RはR E R とい
う観点 で分 けて 考えず に , 領域特異的遺伝子変化と い っ た 目で
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 を見直す必要があ るで あろう.
結 論
小児血液腫瘍検体 を対象 に染色体9p, 12p 領域を中心 に マ イ
ク ロ サ テ ラ イ ト解析お よ び当該領域 に位置する過信f 発灘を調
べ 以 下 の 結論 を得た .
1 . R E Rの 頻度 は 固形癌 に比 べ 若 しく低 か っ た . また 固形
痛 で R E Rの 検㌔-1_摘軋度が高い と さ れ る マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ
ー
カ ー で はほ と ん どR ERを認め な か っ た が , 小児11血病で L O B
が 多 い と さ れ て い る12p, 9p領域 で 若干の R E R が観察 され た ,
R E R が認め ら れ た症例 に於 い て は , 初発時か ら変化の 認め られ
た もの , 再発時 に変化 の み ら れ た も の な ど様 々 で あ りR E R を
お こ す時期 に特異性 は な か っ た . ま た ､ 全て の 症例 に お い て 2
カ 所以 上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー で R E R が認め ら れ た
もの は なく, 小 児血 液腫瘍 に お け る D N A修複酵素異常の 関与
は少な い と考え られ た .
2 . L OIl を示唆する マ イ ク ロ サ テ ライ ト解析 上 の 一 方の バ
ン ドの 消失 は12p に3症例 , 9p に2症例認 め られ た . 1 2pの
L O Hを認め た C A LLの 2症例で はい ずれ もT E L/A M Ll キメ ラ遺
伝子 の 発現を認め ､ か つ 正常T E Lの 発現を認めなか っ た . キ メ
ラ遺伝子 の 形成(痛遺伝子の 機能獲得)と正常 T E L対立遺伝子の
欠失 の 2段階の 変異が白血病化 に重要 である と解釈 され た . こ
の よ うな変化 は古典的な意味で の L O H の概念 か らは外 れ た も
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の であ る, 中枢神経白血病再発時に12p でL O Hを認め た乳児白
血病の 1例で は T E L, T E L/A M Ll, ⅢPl(p27)発現 に異常 を認
めず, 上 記2例と は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト解析 の 解釈 が異 な る こ
とが 示され た . その 意味づ けは現在の と こ ろ不明 である が痛 の
進展 に伴 い 付加さ れ た D N A, 遺伝子 の 異常を示すもの と推察
さ れ る.
3 . 文献 上 9p の L O H はT細胞性急性 リ ン パ 性白血 病に多い
と さ れ るが 今回調 べ た7症例 で は全例認め られ ず, L O Hを認め
た の はC A L Lの 2症例 であ っ た . こ の うち1例 で は p1 6遺伝子
の 対立遺伝子双方 の欠失が P C R, R T P C R にて証明され た ･ こ
の 症例で はp16遺伝子の 古典的な意味で の LOH が発癌 に関与 し
て い るもの と考えら れ た .
4 . C A L Lの 2症例 で 9p, 1 2p両 領域にま た が っ て マ イク ロ
サ テ ライ ト異常, 遺伝子発現異常が認め ら れ た . 症例 L E 4で は
9p に L OHを認 め る と 同時に T E L/A M Ll発現 を認め た ･ 症例
RElで は9p にR E Rを認め p16発現 の 消失を認め た が , こ れ に加
えKIP l(p2 7)発現消失 を同時に認 め た･ 以 上 よ り, R E R が 9p,
12pの マ
ー カ ー で 比 較的高頻度 で認 め ら れ た こ と と 合 わせ て ,
小 児血液腫瘍 , 特 に C A L L におい て は D N Aの 変 化が 生 じや す
い 染色体上 の 領域特異性が存在する こ とが 示唆 され た ･
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Key w ords replica tion e rror(R E R),los s of hetero zygosity(LOH)･ T E L /A M L l fusion ge ne, K I Pl(P2 7),P16
M icrosate11ite analysIS is on e ofthe e xce1e nt m ethods ofge n ean alysI S, Which c a ndete ctboth los sof heter o zy goslty
(L O H) a nd replic ation error(R E R)･ Re cently, m aligna n tsoli dtu mor sin adultsha ve be en vigorously e x a mined by
micros atellite a nalysis, butthe me an l ng and interpretation ofthe results ar e notclearfo rhem a tologl C al m aligna n cies,
espe cia11y child ho od le ukemia a nd lymphom a ･ In this study, 6 5case sofchild hood le ukemia and lym pho ma w e re e xamin ed
using7 difftren t micro satellite m arke rsin order to e stim ate the 丘･equen cy of R E R･ A dditio n ally, L O H in thetw olo ci(9p a nd
1 2p), Which ha ve be e nm ostfrequ e ntlyide ntified in childho od leukemia, W aSin v e stigated. Fu rther m o r e, the T E L, T E L/A M L l
and K I Plge nes on 12p, a nd the p1 6ge n eon 9p w e r eanalyz ed by the re ve rse tr an sc ribed(RT)-P C Rm ethod. R E Rw as
detect ed in 5/65 c as es(7･7 %) which showed ve rylow c o mpar edto thatofsolidtu m ors. T he re w er e no ca s es which sh｡ W ed
R E Rat m orethan on elocus･ T hr e eca s es show ed R E Rato n se ts, a nd 2c ase sat relaps e s･ Fro m the s edataitis s ug gested that
RER w as n ot the mqo rabn o rm alit sin child ho od le ukemia, andthatthe abn or mality of D N Amism atch repa lr SySte m WaS nOt
in voIvedin leuke m oge ne sis･ Ge ne expression analysIS Show ed that 2 ca s e s wi thcom m on a c ute lymphoblastic le uke mia
(C A L L) with 1 2p L O He xpres sed TE L /AM L l fusio nge nq､, butnot the n or m al T E Lge n e･ An othe rC A L Lc a se with9p L O H
had nop1 6 D N Aanditsexpres sion , Sug ge Sting tw o-S tePleuke m ogen e si in these c a se s･ M o reinte re stingly, m OSt(4/5cases)
R E Rw er es electively detected in 9p and 1 2p, Which w ere als othe m年IO rlo ci of L O H. There w e re2 c a s e sthathad D N A
abnor malit es both of9p a nd 1 2p･ On e ca s ewith CA L Lshow ed 9p LOH withoutp16 abnor mality, but with T E L/A M L l
fusion ge ne･ T he o ther C A L Lwith 12pR E R had adiminished e xpr es sion of both K IP la nd p16ge nes ･ T he s edata s ug ge sted
that9p a nd1 2p mightbe thehot spots ofD N Ar e a rrangem e nta ndgenem utatio nin child hood le ukemia, eSPe Ciallyin C A L L･
